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Strukturna študija z gvanini bogatega območja v promotorju človeške helikaze 
FANCJ  
Povzetek: Helikaza FANCJ je človeški protein, ki sodeluje pri procesu popravljanja 
napak DNA prek homologne rekombinacije. Mutacije helikaze ali spremembe v nivoju 
njenega izražanja so povezane s Fanconijevo anemijo ter rakom jajčnikov in dojk. 
Fanconijevo anemijo spremljajo dovzetnost za rakava obolenja in nestabilnost genoma. 
Helikazo FANCJ kodira gen BRIP1, ki v svoji promotorski regiji v bližini mesta 
začetka transkripcije vsebuje z gvanini bogato zaporedje, ki lahko tvori G-kvadruplekse. 
V magistrskem delu smo dokazali, da 32 nukleotidov dolgo zaporedje, ki izvira iz 
promotorske regije helikaze FANCJ, tvori G-kvadruplekse v raztopini. Z zamenjavami 
določenih nukleotidov v zaporedju smo dosegli, da oligonukleotid zavzame eno samo 
strukturo G-kvadrupleksa. Z eno- in dvodimenzionalnimi metodami NMR 
spektroskopije smo ugotovili, da oligonukleotid z dvema zamenjanima nukleotidoma 
tvori G-kvadrupleks s hibridno topologijo tipa 2. Z analizo talilnih krivulj smo 
ugotovili, da je njegova termična stabilnost podobna termični stabilnosti G-
kvadrupleksa izvornega oligonukleotida brez zamenjav. Preučili smo pomembnost 
dolžine propelerske zanke v G-kvadrupleksu hibridne topologije tipa 2 in pokazali, da 
krajšanje propelerske zanke privede do spremembe strukture iz trikvartene v 
dvokvartetno. Ugotovili smo, da se z gvanini bogata zaporedja pojavljajo v 
promotorskih regijah drugih človeških helikaz, ki razvijajo G-kvadruplekse. 
Predpostavili smo možno biološko funkcijo sistema G-kvadrupleks – helikaza po 
principu povratne zanke. 
 
Ključne besede: G-kvadrupleks, NMR, helikaza, FANCJ, BRIP1  
 
 
Structural study of a guanine rich region in the promoter of human FANCJ 
helicase  
Abstract: FANCJ helicase is a human protein, which participates in DNA repair by 
homologous recombination. Mutations of FANCJ or changes in its expression levels are 
linked to Fanconi anemia, ovarian and breast cancer. Fanconi anemia is accompanied by 
a higher susceptibility to cancer and genomic instability. FANCJ helicase is encoded by 
the BRIP1 gene, which contains a guanine rich sequence capable of forming G-
quadruplexes in its promotor region, near the transcription start site. In this master’s 
thesis, we have confirmed that a 32 nucleotides long guanine rich sequences, which 
originates from the FANCJ helicase promoter region, can form G-quadruplexes in 
solution. With nucleotide substitutions, we have forced the oligonucleotide to adopt a 
single G-quadruplex structure. Using one- and two-dimensional NMR spectroscopy 
methods, we have determined that an oligonucleotide with two substituted nucleotides 
forms a G-quadruplex that adopts a hybrid type 2 topology. Using melting curve 
analysis, we have found out that its thermal stability is similar to the thermal stability of 
the parent G-quadruplex. We have studied the importance of the length of a propeller 
loop in the hybrid type 2 topology G-quadruplex and shown that shortening of the 
propeller loop leads to a change of structure from a three-quartet to a two-quartet G-
quadruplex. We have observed that guanine-rich sequences are abundant in promoter 
regions of other human helicases, which unfold G-quadruplexes. We have also proposed 
a possible biological G-quadruplex – helicase system, which could work as a feedback 
loop. 
 
Keywords: G-quadruplex, NMR, helicase, FANCJ, BRIP1 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
1D  enodimenzionalen 
2D  dvodimenzionalen 
A  adenin, adeninski nukleotid 
AMA  mešanica vodne raztopine amonijaka in metilamina (v/v 1:1) 
ATP  adenozin 5’-trifosfat 
C  citozin, citozinski nukleotid 
CD  cirkularni dikroizem 
CE  cianoetil 
D2O  devterijev oksid 
DMT  dimetoksitritil 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
DPFGSE ang. double pulsed field gradient spin-echo 
FID  signal proste precesije (ang. free induction decay) 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. fast protein 
liquid chromatography) 
G gvanin, gvaninski nukleotid 
HSQC heteronuklearna enojna kvantna koherenca (ang. heteronuclear single 
quantum coherence) 
KPi kalijev fosfatni pufer 
NMR  jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance) 
NOE  jedrski Overhauserjev efekt (ang.nuclear Overhauser effect) 
NOESY spektroskopija jedrskega Overhauserjevega efekta 
ppm  delov na milijon (ang. parts per million) 
RNA  ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
SEC  gelska izključitvena kromatografija (ang. size exclusion chromatography) 
T  timin, timinski nukleotid 
T1/2  temperatura polovice prehoda 
τm  mešalni čas (ang. mixing time) 
TSS  mesto začetka transkripcije (ang. transcription start site) 
UV  ultravijolični del spektra 
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1 Uvod 
1.1 Nukleinske kisline 
Nukleinske kisline predstavljajo dve od treh makromolekul centralne dogme 
molekularne biologije. Služijo shranjevanju, prenašanju in nadzoru izražanja genetskih 
informacij organizma [1]. Razvrstimo jih v dve večji skupini: deoksiribonukleinske 
kisline (DNA) in ribonukleinske kisline (RNA). Nukleinske kisline so biološki polimeri, 
zgrajeni iz nukleotidov, ki sestojijo iz nukleobaze, pentoznega obroča in fosfatne 
skupine. Nukleobaze so heterociklične dušikove spojine in so derivati purina ali 
pirimidina. Najpogostejši purinski nukleobazi v celici sta adenin in gvanin, 
najpogostejše pirimidinske nukleobaze pa so citozin, timin (v DNA) in uracil (v RNA) 
(slika 1a). V nukleozidu je nukleobaza z N-glikozidno vezjo vezana na ogljikov atom 
C1' pentoze. V DNA je pentoza 2-deoksiriboza, v RNA pa riboza. Konformacijo N-
glikozidne vezi določa torzijski kot , glede na položaj nukleobaze na sladkorni del pa 
ločimo sin in anti konformaciji (slika 1b) [1, 2]. 
V nukleotidih je na ogljikov atom C5' pentoznega dela molekule vezana fosfatna 
skupina preko fosfoestrske vezi. Fosfatna skupina omogoča kondenzacijo nukleotidov, 
kjer se povežeta 5'-fosfatna skupina prvega nukleotida in 3'-hidroksilna skupina 
naslednjega nukleotida, kar vodi do nastanka 3',5'-fosfodiestrske povezave. 
Fosfodiestrske vezi in sladkorni del nukleotidov predstavljajo sladkorno-fosfatni skelet 
nukleinske kisline. Fosfatne skupine imajo pri fiziološkem pH negativni naboj, zato je 
sladkorno-fosfatni skelet hidrofilen. Sladkorno-fosfatni skelet se zaradi svoje polarnosti 
v vodnem okolju ob zvijanju orientira na površino molekule. Nukleobaze se v 
notranjosti strukture med seboj povezujejo s hidrofobnimi interakcijami in vodikovimi 
vezmi. 
Med nukleobazami se tvorijo vodikove vezi in stabilizirajo tridimenzionalna zvitja 
nukleinskih kislin. Nastanek vodikovih vezi med nukleobazami omogočajo 
funkcionalne skupine. Iminske (NH) in aminske (NH2) skupine delujejo kot donorji 
vodikove vezi. Dušikovi atomi v heterocikličnem obroču in karbonilne skupine (=CO) 
delujejo kot akceptorji vodikove vezi. Najbolj zastopana sekundarna struktura DNA v 
organizmih je dvojna vijačnica v obliki B-DNA. Gradita jo antiparalelni polinukleotidni 
verigi, ki se ovijata desnosučno. V dvojni vijačnici se adenin z dvema vodikovima 
vezema poveže s timinom druge verige, gvanin pa se s tremi vodikovimi vezmi poveže 
s citozinom druge verige. Bazno parjenje v dvojni vijačnici poteka v Watson-Crickovi 
geometriji. Možne so tudi drugačne geometrije baznega parjenja, na primer 
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Hoogsteenova geometrija (slika 1c). V primeru Watson-Crickovega baznega parjenja so 
v vodikovih vezeh gvanina udeleženi kisikov atom O6 (akceptor), imino proton H1 
(donor) in proton aminske skupine H2 (donor). Kadar se gvanin bazno pari v 
Hoogsteenovi geometriji, kot akceptorja vodikove vezi delujeta O6 in N7. 
V dvojni vijačnici B-DNA se bazni pari nalagajo en na drugega z vmesno razdaljo 3,4 Å 
in zamikom 34,3° glede na os vijačenja. Celoten zavoj B-DNA naredi vsakih 36 Å. 
Premer dvojne vijačnice B-DNA znaša 20 Å. Nukleotidi v B-DNA se praviloma 
nahajajo v anti konformaciji. Odvisno od pogojev v raztopini lahko dvojna vijačnica 
zavzame tudi drugačni obliki, A-DNA in Z-DNA. A-DNA ima premer 26 Å in je prav 
tako desnosučna z nukleotidi v anti konformaciji. Oblika A-DNA je favorizirana v 
dehidriranih pogojih. Z-DNA ima premer 18 Å, v nasprotju z drugima oblikama je 
levosučna. Purinski nukleotidi v verigi zavzamejo sin konformacijo. Z-DNA oblika je 
favorizirana, kadar so odseki dvojne vijačnice zgrajeni iz alternirajočih gvaninskih in 
citozinskih nukleotidov. Študije nakazujejo, da se kratki odseki Z-DNA pojavljajo v 
genomih prokariontov in evkariontov [2]. 
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Slika 1: Prikaz strukturnih formul a) purinskih in pirimidinskih nukleobaz (v 
prevladujoči tavtomerni obliki v vodni raztopini), b) 2'-deoksigvanozina v anti in sin 
konformacijah z oštevilčenjem atomov v purinskem obroču in 2'-deoksiriboznem 
obroču in c) Watson-Crickove ter Hoogsteenove geometrije baznega parjenja. Vodikove 
vezi so označene s točkasto črto. 
Za stabilizacijo dvojne vijačnice (in drugih sekundarnih ter terciarnih struktur 
nukleinskih kislin) je pomemben tudi učinek nalaganja baz. Heterociklični aromatski 
obroči nukleobaz imajo delokalizirane π elektrone. Nukleobaze se v sekundarni 
strukturi orientirajo tako, da so ravnine heterocikličnih obročev vzporedne. Takšna 
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orientiranost nukleobaz omogoča nastanek π-π privlačnih interakcij med 
delokaliziranimi elektroni [1, 2]. 
1.2 G-kvadrupleksi 
Z gvaninom bogate polinukleotidne verige so v raztopinah zmožne tvorbe G-
kvadrupleksov. Osnovna gradbena enota G-kvadrupleksa je G-kvartet, ki ga gradijo 
štirje gvanini, med seboj povezani z vodikovimi vezmi v Hoogsteenovi geometriji (slika 
2). Štirje gvanini v G-kvartetu tvorijo skoraj povsem planarno strukturo. Karbonilne 
skupine gvaninov so orientirane v notranjost kvarteta, zato je za minimizacijo njihovega 
elektrostatskega odboja in stabilizacijo G-kvarteta pomembna prisotnost 
monovalentnega ali dvovalentnega kationa [3]. 
 
 
Slika 2: Prikaz G-kvarteta. Gvanini so med seboj povezani z vodikovimi vezmi, 
označenimi s točkasto črto. Vodikove vezi se tvorijo med nesparjenim elektronskim 
parom na N7 in vodikom H2 aminske skupine in med nesparjenim elektronskim parom 
na O6 in vodikom H1. Vsak gvanin tvori štiri vodikove vezi, dve z vsakim sosednjim 
gvaninom. Monovalentni kation (M+) nevtralizira elektrostatski odboj karbonilnih 
skupin. 
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V DNA in RNA verigah se pojavljajo ponovitve gvaninskih nukleotidov, t. i. G-trakti. 
Ti se lahko asociirajo in tvorijo več G-kvartetov, ki se naložijo en na drugega in tvorijo 
G-kvadrupleks. G-trakti, ki tvorijo posamezno strukturo G-kvadrupleksa lahko izvirajo 
iz ločenih polinukleotidnih verig ali pa se nahajajo v isti polinukleotidni verigi. G-
kvadrupleks sestavljen iz G-traktov različnih polinukleotidnih verig je tetrameren, 
trimeren ali dimeren, odvisno od števila verig, ki so vključene v njegovo tvorbo. 
Štirivijačna struktura, ki je posledica zvitja G-traktov v eni polinukleotidni verigi, je 
monomerni G-kvadrupleks. Dva G-trakta iste polinukleotidne verige sta ločena z 
zaporedjem nukleotidov različnih dolžin, ki v primeru tvorbe G-kvadrupleksa tvorijo 
zanko. Zanke delimo na lateralne, diagonalne in propelerske (slika 3). Verige v G-
kvadrupleksu so lahko med seboj usmerjene paralelno (vse štiri v isto smer), 
antiparalelno (po dva para verig v isto smer) ali pa potekajo tri v isto smer, ena pa v 
nasprotno (t. i. hibridna 3+1 topologija). Struktura G-kvadrupleksa je odvisna tudi od 
konformacij vzdolž N-glikozidne vezi gvaninskih nukleotidov, ki gradijo G-kvartete. 
Glavne značilnosti posamezne strukture G-kvadrupleksa lahko prikažemo s topologijo, 
iz katere razberemo, ali je G-kvadrupleks monomer, dimer, trimer ali tetramer, vrste 
zank, usmerjenost vodikovih vezi v G-kvartetih in konformacije gvaninskih 
nukleotidov. V primeru paralelnega monomernega G-kvadrupleksa s štirimi 
propelerskimi zankami so vsi gvaninski nukleotidi v anti konformaciji (slika 3, spodaj 
levo). Antiparalelni monomerni G-kvadrupleksi lahko vsebujejo lateralne in diagonalne 
zanke, gvaninski nukleotidi so v sin in anti konformacijah (slika 3, spodaj na sredini). 
G-kvadrupleksi hibridne 3+1 topologije imajo lateralne in propelerske zanke z gvanini v 
sin in anti konformacijah (slika 3, spodaj desno) [3–5]. 
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Slika 3: Shematski prikaz tetramernih, dimernih in monomernih G-kvadrupleksov 
različnih topologij. Gvanine, udeležene v G-kvartetih označujejo barvni štirikotniki. 
Oranžni štirikotniki prikazujejo sin konformere gvaninskih nukleotidov. Modri 
štirikotniki prikazujejo anti konformere gvaninskih nukleotidov. Puščica označuje potek 
nukleotidne verige od 5'- proti 3'-koncu. 
Hibridno 3+1 topologijo lahko dalje razdelimo v dva podtipa, 1 in 2. Pri hibridni 
topologiji tipa 1 potekajo prvi, drugi in četrti G-trakt paralelno, tretji G-trakt pa je 
antiparalelen. Zanke od 5'- proti 3'-koncu potekajo po načinu propelerska-lateralna-
lateralna. Pri hibridni topologiji tipa 2 potekajo prvi, tretji in četrti G-trakt paralelno, 
drugi G-trakt pa je antiparalelen. Zanke od 5'- proti 3-koncu potekajo po načinu 
lateralna-lateralna-propelerska (slika 4) [6]. 
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Slika 4: Prikaz razlik med hibridnima topologijama 1 in 2. Način prikazovanja 
gvaninskih nukleotidov v sin in anti konformacijah ter poteka nukleotidne verige je 
enak, kot pri sliki 3. 
Z gvanini bogate regije, zmožne tvorbe G-kvadrupleksov, se v človeškem genomu 
pojavljajo veliko pogosteje, kot bi se pojavljale, če bi porazdelitev nukleotidov bila 
popolnoma naključna. Pojavnost je večja predvsem v promotorskih in regulatornih 
regijah genov in telomernih koncih kromosomov [7, 8]. 
1.3 G-kvadrupleksi v promotorjih 
Enota genoma, ki vsebuje informacijo za sintezo proteina ali biološko funkcionalne 
RNA, se imenuje gen. DNA se v procesu transkripcije prepiše v RNA, ki je lahko že 
sama biokemijsko funkcionalna, lahko pa služi prenosu informacije za sintezo proteina 
iz jedra v citosol celice. V citosolu nato poteče translacija nukleotidnega zapisa RNA v 
aminokislinsko zaporedje proteina. Kadar poteka podvojevanje ali prepisovanje DNA, 
se verigi razvijeta s pomočjo helikaz in drugih proteinov. V kolikor je enoverižna DNA 
bogata z gvanini, se lahko zvije v G-kvadrupleks. Tridimenzionalna struktura G-
kvadrupleksa lahko predstavlja sterično oviro proteinom, ki v procesu podvajanja in 
prepisovanja vežejo enoverižno DNA. Z gvanini bogata zaporedja se pogosteje 
pojavljajo v promotorjih onkogenov in genov, ki kodirajo regulatorne proteine. Študije 
so pokazale, da lahko z dodatkom liganda, ki stabilizira G-kvadruplekse, vplivamo na 
izražanje genov, ki v promotorjih vsebujejo z gvanini bogata zaporedja [9, 10]. 
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1.4 Helikaza FANCJ 
1.4.1 Zgradba in interakcije helikaze FANCJ 
Helikaza FANCJ, znana tudi kot protein Fanconijeve anemije komplementacijske 
skupine J, je človeški protein, ki z drugimi proteini družine FANC sodeluje pri 
popravljanju prečnega povezovanja DNA, ki je posledica delovanja mutagenih sredstev, 
kot so na primer cisplatin, diepoksibutan in mitomicin C. Helikaza FANCJ je 1249 
aminokislinskih ostankov dolg protein. 888 aminokislinskih ostankov na N-koncu je 
homolognih poddružini helikaz DEAH. Helikazna domena vsebuje tudi jedrni 
lokalizacijski signal (NLS) in domeno z Fe-S klastrom. Slednja naj bi bila pomembna 
za prepoznavanje meje med enoverižno in dvoverižno DNA med samim procesom 
popravljanja napak [11]. Helikazna domena razvija dvoverižno DNA od 5'- proti 3'-
koncu. Sledi domena, ki lahko interagira s peptidnimi ponovitvami prisotnimi v C-
terminalnemu delu proteina BRCA1. Študije nakazujejo, da lahko helikaza FANCJ, v 
interakciji z BRCA1, deluje kot tumorsupresorski protein pri popravljanju prekinitev 
obeh verig (DSB) [12, 13]  
Mutacije helikaze FANCJ v domeni s Fe-S klastrom privedejo do bolezenskega stanja 
Fanconijeve anemije, katere bolezenski znaki so citopenija, prirojene razvojne napake in 
povišana nagnjenost k razvoju tumorjev in levkemije. Poleg tega so mutacije FANCJ 
povezane s pojavom raka jajčnikov in raka dojk [12, 13]. 
Poleg razvijanja dvoverižne DNA lahko helikaza FANCJ razvija tudi G-kvadruplekse in 
vivo [14, 15]. Pri procesu helikaza FANCJ hidrolizira ATP, za začetek razvijanja pa 
potrebuje kratek 5'-previsni konec enoverižne DNA. In vitro študije so pokazale, da je 
5'-previsni konec lahko dolg vsaj 5 nukleotidov [14]. Izkazalo se je, da helikaza FANCJ 
za substrat preferira G-kvadruplekse in ne dvoverižne DNA. To nakazuje, da je helikaza 
FANCJ morda pomembna za podvojevanje z gvaninom bogatih regij v genomu [14, 
16]. 
Helikazo FANCJ kodira gen BRIP1. Gen se nahaja na 17. kromosomu, na mestu 23.2 
velike ročice (17q23.2). Gen je dolg 184981 baznih parov, vsebuje 20 eksonov in je 
orientiran proti centromeri na reverzni verigi kromosomske DNA [17]. Promotorska 
regija gena zajema približno 1400 baznih parov pred prvim eksonom [18]. 
Poleg FANCJ obstajajo tudi druge človeške helikaze, ki potrjeno razvijajo G-
kvadruplekse in vitro, študije pa dokazujejo, da imajo takšno aktivnost tudi in vivo. 
Primer takšnih helikaz so WRN, BLM, RTEL1 in PIF1. Helikaza WRN je povezana z 
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Wernerjevim sindromom, BLM pa z Bloomovim sindromom. Pri obeh sindromih je 
eden izmed kliničnih znakov povišana predispozicija za rakava obolenja, pojavlja pa se 
nestabilnost genoma. RTEL1 in PIF1 delujeta na telomernih koncih kromosomov [16]. 
1.5 NMR spektroskopija 
1.5.1 Osnove NMR spektroskopije 
Jedrska magnetna resonanca je metoda, ki temelji na absorpciji in emisiji 
elektromagnetnega valovanja. Atomska jedra z neničelnim spinskim kvantnim številom 
in posledično neničelnim magnetnim momentom so NMR aktivna in lahko 
elektromagnetno valovanje absorbirajo in emitirajo. Magnetni moment povzroči, da se v 
zunanjem magnetnem polju B0 jedrski spini orientirajo v smeri ali nasproti smeri 
magnetnega polja. Zunanje magnetno polje lahko zagotovimo tako, da raztopino vzorca 
vstavimo v magnet, katerega osnovni gradnik je superprevodna tuljava, ohlajena na 
temperaturo tekočega helija in nabita z električnim tokom. V tako ohlajeni tuljavi 
električni tok teče brez upornosti in ustvarja magnetno polje. Vzorec je za potrebe NMR 
spektroskopije v magnetu postavljen tako, da je gostota magnetnega polja čim višja in 
kar se da homogena. Za ustvarjanje homogenega magnetnega polja so v magnetu 
prisotne dodatne tuljave (ang. shim coils), ki z lastnim magnetnim poljem interagirajo z 
B0 in odpravljajo nehomogenosti. V magnetnem polju se več jeder orientira v smeri 
magnetnega polja, kot v nasprotni smeri (v kolikor je giromagnetna konstanta jedra 
pozitivna). Razliko v populaciji orientacij spinov popisuje Boltzmannova porazdelitev. 
Razlika v populaciji privede do večje magnetizacije v smeri magnetnega polja v 
ravnotežnem stanju, kar imenujemo celokupna magnetizacija, ki je usmerjena v smeri 
osi z. Prispevki posameznih magnetnih momentov v ravnini xy (pravokotno na smer 
magnetnega polja v vzorcu) pa se izpovprečijo [19, 20]. 
V magnetu se nahaja sonda s tuljavo, ki obdaja vzorec v stekleni cevki. S 
spreminjanjem toka v tuljavi povzročimo oscilirajoče elektromagnetno valovanje, 
opazovana jedra v vzorcu pa začno absorbirati energijo. Absorpcija energije povzroči 
odklon celokupne magnetizacije iz smeri magnetnega polja B0. Ko prenehamo vzbujati 
jedra, se začne celokupna magnetizacija vračati nazaj v ravnotežno stanje. Vračanje v 
ravnotežno stanje opisuje proces relaksacije. Relaksacija v smeri osi z poteče z 
oddajanjem energije z jedra v okolico, kar popisuje longitudinalni relaksacijski čas T1. 
Zaradi interakcije magnetnih momentov med seboj pa prihaja do relaksacije v ravnini 
xy, kar popisuje transverzalni relaksacijski čas T2. Relaksacija povzroči indukcijo 
električnega toka v tuljavi sprejemnika. Induciran električni tok spremljamo kot signal 
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inducirane napetosti v odvisnosti od časa, kar imenujemo signal proste precesije (FID). 
S Fourierjevo transformacijo FID pretvorimo v signal, odvisen od frekvence in dobimo 
NMR spekter. V spektru opazimo signale za določen tip jedra, ki ga opazujemo. Položaj 
signala, imenovan kemijski premik, označimo z δ in izrazimo z enoto ppm. Položaj in 
oblika (multipliciteta) signala v spektru sta odvisna od kemijskega okolja, v katerem se 
jedro nahaja, od elektronskih lastnosti bližnjih atomov, anizotropnih vplivov na jedro in 
kemijske izmenjave [19, 20]. Prikaz značilnih resonanc protonov v DNA je prikazan na 
sliki 5. 
Nastanek G-kvadrupleksov lahko v 1D 1H spektru spremljamo preko pristonosti imino 
resonanc v spektru v območju od 10 – 12 ppm. Imino protoni so dobro izmenljivi s 
topilom, zato jih pri nestrukturiranem oligonukleotidu v NMR spektru ne zaznamo. Če 
se oligonukleotid zvije v strukturo G-kvadrupleksa, so imino protoni gvaninov v G-
kvartetih zaščiteni pred topilom in se veliko počasneje izmenjujejo. V imino regiji 1D 
1H NMR spektra načeloma zaznamo toliko resonanc imino jeder, kolikor je gvaninov, 
ki sodelujejo pri tvorbi G-kvartetov [21, 22].  
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Slika 5: 1D 1H spekter oligonukleotida BRIP1 T27T28. Oligonukleotid je bil raztopljen 
v 50 mM vodni raztopini KCl, 10 mM vodni raztopini KPi s pH 7 ob dodatku 10 % 
D2O. Spekter je bil posnet na 600 MHz spektrometru pri 25 °C. Nad spektrom so 
označene regije, kjer opazimo signale različnih protonov DNA. Z zvezdico je označen 
rezidualni signal vode. Koncentracija oligonukleotida je 0,3 mM.  
1.5.2 Heteronuklearna NMR spektroskopija 
Naravna zastopanost NMR aktivnih izotopov ogljika in dušika je majhna. Delež 
ogljikovega izotopa 13C je v naravi približno 1,1 %, delež dušikovega izotopa 15N pa le 
0,4 %. Za dobro razmerje med signalom in šumom bi zato NMR spektre morali posneti 
z veliko ponovitvami. Lahko pa v izbrane oligonukleotide vgradimo gradnike, ki so 
popolnoma izotopsko označeni. Tako točno vemo, kje se naš izotopsko označen gradnik 
nahaja v zaporedju oligonukleotida, zaradi večje zastopanosti NMR aktivnega jedra pa 
bo signal v spektru intenzivnejši. Dodatno izboljšanje občutljivosti dosežemo z uporabo 
inverznih sond. Z metodo heteronuklearne enojno kvantne koherence (HSQC) lahko 
nedvoumno identificiramo 1H jedro, ki je preko ene vezi vezano na hetero-jedro. Pri 
metodi 1H-15N HSQC pulzna sekvenca vsebuje element INEPT, s katerim se 
magnetizacija prenese z 1H jedra na 15N jedro, z obrnjenim elementom INEPT pa se 
magnetizacija prenese nazaj na 1H jedro, kjer jo tudi detektiramo [20]. 
1.5.3 2D NOESY spektroskopija 
Jedrski spin v molekuli lahko magnetizacijo prenese na drug spin preko dipol-dipol 
interakcije. Ta pojav imenujemo jedrski Overhauserjev efekt. Zasledujemo ga lahko z 
2D spektroskopijo jedrskega Overhauserjevega efekta (NOESY). V spektru izven 
diagonale opazimo korelacijske vrhove med jedri, ki so v prostoru oddaljeni 5 Å ali 
manj, ne glede na število kemijskih vezi med njimi. Pulzno zaporedje NOESY 
eksperimenta vsebuje tri pulze. Evolucijski čas t1 se nahaja med prvim in drugim ter se 
daljša s potekom eksperimenta in zagotavlja zaznavo indirektne dimenzije NMR 
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spektra. Med drugim in tretjim pulzem se nahaja mešalni čas τm. Med mešalnim časom 
se magnetizacija prenaša iz spina enega jedra na spine drugih jeder preko prostora. 
Jakost jedrskega Overhauserjevega efekta je odvisna od razdalje med dvema jedroma in 
pada s šesto potenco razdalje med njima. Zadnji pulz regenerira magnetizacijo v ravnini 
xy, ki jo nato zaznamo [19, 20].  
S pomočjo NOESY spektra DNA lahko opravimo t. i. sekvenčni sprehod. Korelacijske 
signale asigniramo od 5'- proti 3'-koncu oligonukleotida. Sledimo lahko na primer 
povezavi aromatskih in anomernih protonov nukleotidov. Sekvenčni sprehod opravimo 
preko jeder (n)H8/6 – (n)H1' – (n+1)H8/6, pri čemer n označuje mesto nukleotida v 
verigi. V primeru, da je nukleotid n v anti, nukleotid n+1 pa v sin konformaciji, 
korelacijskega signala (n)H1'-(n+1)H8/6 v NOESY spektru ne opazimo, saj je razdalja 
med atomoma prevelika za pojav NOE efekta. V tem primeru opazimo le 
intranukleotidne korelacije (n)H8/6-(n)H1'. V primeru (n)sin – (n+1)anti sekvenčnih 
korakov lahko opazimo tudi korelacijski signal (n+1)H1'-(n)H8/6. Kadar pa imamo v 
polinukleotidni verigi prisoten (n)sin-(n+1)sin sekvenčni korak, lahko opazimo 
korelacijski signal (n)H1'-(n+1)H8/6 (slika 6) [21, 22]. 
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Slika 6: Prikaz korelacij, ki jih lahko opazimo v NOESY NMR spektru med dvema 
nukleotidoma v različnih konformacijah. Rdeče črte povezujejo izbrane aromatske in 
anomerne protone, ki so dovolj blizu v prostoru, da lahko opazimo NOE efekt. 
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1.6 Fosforamiditna metoda sinteze oligonukleotidov na trdnem 
nosilcu 
Fosforamiditna metoda omogoča sintezo oligomera nukleinske kisline od 3'- proti 5'- 
koncu s kondenzacijo posameznega monomera na rastočo verigo. Ker imajo nukleotidi 
hidroksilne in aminske skupine, so kemijsko reaktivni. Za nadzorovano sintezo 
polimera so reaktivne skupine monomerov zaščitene. Monomerni gradniki imajo 3'-
hidroksilno skupino zaščiteno s fosforamiditno skupino, zato jih imenujemo 
fosforamiditi. Hidroksilna skupina, ki je vezana na 5' ogljikov atom monomera, je 
zaščitena z dimetoksitritilno skupino (DMT), ki se odcepi v kislih pogojih v obliki 
dimetoksitritilnega kationa. Dimetoksitritilni kation je kromofor, zato lahko 
spektrofotometrično spremljamo uspešnost vezave posameznega monomera. 
Sinteza se prične z zaščitenim nukleozidom, ki je preko 3'-hidroksilne skupine 
kovalentno vezan na trdni nosilec. Sintetizator deluje tako, da doda en fosforamidit na 
cikel, cikel pa sestoji iz štirih faz. Sintetizator po vnaprej določenem programu prek 
trdnega nosilca upravlja pretok kemikalij, ki omogočajo odstranjevanje zaščitnih 
skupin, dodajanje novega fosforamidita in ponovno zaščito reaktivnih skupin pred 
naslednjim ciklom. Faze v ciklu so odstranjevanje zaščitnih skupin, 
aktivacija/sklapljanje, pokrivanje in oksidacija. Med odstranjevanjem zaščitnih skupin 
poteče cepitev DMT z dodatkom kisline, ob čemer 5'-hidroksilna skupina postane 
reaktivna. V fazi aktivacije/sklapljanja se doda nov fosforamidit. 5'-hidroksilna skupina 
rastoče verige nukleofilno napade izstopajočo skupino, vezano na 3'-hidroksilno 
skupino novo dodanega fosforamidita, nastane fosfitna triestrska vez. Ker izkoristek 
dodajanja monomera nikoli ni stoodstoten, poteče pokrivanje, s čimer se ustavi sinteza 
verig, na katerih v tekočem ciklu ni potekla vezava fosforamidita. Zadnja faza cikla je 
oksidacija, kjer se nestabilna fosfitna triestrska vez oksidira v stabilno fosfatno 
triestrsko vez. V zadnjem ciklu sinteze lahko skupino DMT odstranimo, ali pa jo 
ohranimo na 5'-koncu oligomera in jo zaradi hidrofobnosti izkoristimo v postopkih 
čiščenja. Po končani sintezi z uporabo vodne raztopine amonijaka ali mešanice vodne 
raztopine amonijaka ter metilamina polimer odcepimo s trdnega nosilca in obenem 
odstranimo zaščitne skupine z vseh nukleotidov v polimeru [23]. Shema celotnega cikla 
je predstavljena na sliki 7. 
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Slika 7: Shematski prikaz cikla fosforamiditne metode sinteze oligonukleotida na 
trdnem nosilcu. Prirejeno po: A. Ellington, J. D. Pollard: Introduction to the synthesis 
and purification of oligonucleotides. Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem., 2000, 00, 1–22. 
1.7 Tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (FPLC) 
Z metodo FPLC lahko z uporabo različnih kromatografskih kolon ločimo komponente v 
vzorcu. Tekom magistrskega dela smo uporabili tehniko gelske izključitvene 
kromatografije (SEC). Kromatografska kolona vsebuje stacionarno fazo iz trdnega 
poroznega materiala, ki ima različne stopnje zamreženosti, posledično pa so velikosti 
por različne. Velikost por določa retencijski čas molekule določene velikosti v koloni. 
Mobilna faza je deionizirana voda. Vzorec v vodni raztopini z uporabo brizge nanesemo 
v zanko, krmilnik instrumenta pa vzorec nanese na kolono. Majhne molekule v vzorcu 
se bodo dalj časa zadrževale v porah. Molekule, ki so večje od por, pa se nasprotno v 
porah ne bodo zadrževale in se bodo iz kolone izločile hitreje kot manjše molekule. Z 
metodo FPLC lahko oligonukleotid ločimo od malih organskih molekul, ki so v vzorcu 
kot posledica sinteze (zaščitne skupine, soli, pufri) [24]. 
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1.8 UV spektroskopija 
Nukleobaze zaradi dvojnih vezi dobro absorbirajo svetlobo v ultravijoličnem delu 
spektra. Absorbcija se premeni v odvisnosti od strukturiranosti nukleinskih kislin. Z UV 
spektroskopijo lahko spremljamo razvijanje G-kvadrupleksa v enoverižno DNA in 
določimo temperature polovice prehoda (T1/2), ki jo imenujemo tudi temperatura 
»tališča« (Tm). Temperatura polovice prehoda označuje temperaturo, pri kateri je 
polovica molekul zvitih, polovica pa nezvitih ob predpostavki, da sta možni le ti dve 
stanji. Pri eksperimentu spremljamo absorbanco svetlobe z valovno dolžino 295 nm v 
odvisnosti od temperature [25]. 
1.9 CD spektroskopija 
CD spektroskopija temelji na pojavu cirkularnega dikroizma. Kiralne molekule različno 
absorbirajo levo ali desno cirkularno polarizirano svetlobo. Kvantitativno cirkularni 
dikroizem določamo z razliko absorbance levo in desno cirkularno polarizirane 
svetlobe. CD G-kvadrupleksov spremljamo s polarizirano svetlobo z valovnimi 
dolžinami od 220 do 320 nm. Razlika v absorbanci različno polarizirane svetlobe je 
posledica nalaganja nukleobaz v sekundarnih in terciarnih strukturah nukleinskih kislin. 
CD spektri nam o G-kvadrupleksih ne dajo informacij o atomski strukturi, lahko pa 
sklepamo ali so G-trakti med seboj orientirani paralelno, antiparalelno ali v obliki 
hibridnega 3+1 zvitja. V modelnih paralelnih G-kvadrupleksih v spektru opazimo 
intenziven maksimum pri 260 nm in minimum pri 240 nm. Pri antiparalelnih G-
kvadrupleksih opazimo maksimum pri 290 nm in minimum pri 260 nm. Pri hibridnih 
topologijah opazimo minimum pri 245 nm, maksimuma pa se pojavita pri 260 in 290 
nm [26, 27]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
G-kvadrupleksi, ki se tvorijo v promotorskih regijah genov, lahko vplivajo na raven 
izražanja genov. Helikaza FANCJ razvija G-kvadruplekse, gen BRIP1, ki kodira 
helikazo FANCJ, pa v svoji promotorski regiji vsebuje z gvanini bogato zaporedje. 
Namen magistrskega dela je preučiti, če kratka zaporedja, ki izvirajo iz promotorja gena 
BRIP1, v raztopinah tvorijo G-kvadruplekse. Nadalje želimo preučiti vpliv zamenjave 
gvaninskih nukleotidov na ravnotežje struktur G-kvadrupleksov v raztopini in ugotoviti 
topološke lastnosti dobro definiranih G-kvadrupleksov. Poleg tega želimo z 
bioinformatskimi metodami preučiti promotorske regije drugih človeških helikaz, ki 
razvijajo G-kvadruplekse in ugotoviti, ali vsebujejo z gvanini bogata zaporedja. 
Hipotezi: 
 Predvidevamo, da so z gvanini bogati oligonukleotidi, ki izvirajo iz promotorske 
regije BRIP1 polimorfni in tvorijo več različnih G-kvadrupleksov. Ravnotežje 
med strukturami bomo poskusili potisniti k eni sami strukturi z zamenjavami 
gvaninskih nukleotidov v G-traktih. 
 Predvidevamo tudi, da promotorske regije drugih človeških helikaz vsebujejo z 
gvanini bogata zaporedja, saj so promotorske regije nasploh bogate z gvanini. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Aparature in materiali 
Za izvedbo magistrskega dela smo uporabili sledeče aparature in kemikalije: 
Aparature: 
 Pipete z volumni 0,5-10, 10-100, 20-200, 100-1000 μl (Sartorius, Eppendorf) 
 DNA/RNA sintetizator H-8 (K&A Laborgeräte) 
 Vodna kopel F 25 (Julabo) 
 ScanVac Coolsafe centrifuga z vakuumskim koncentratorjem (Labogen) 
 Instrument za FPLC ÄKTApurifier s pripadajočo HiPrep 26/10 Desalting 
kolono (GE Healthcare) 
 Spektrofotometer Cary 3500 (Agilent Technologies) 
 CD spektrometer Chirascan (Applied Photophysics)  
 NMR spektrometer VNMRS 800 MHz s hladno sondo (Agilent Technologies) 
 NMR spektrometer DD2 600 MHz s hladno sondo (Agilent Technologies) 
 
Kemikalije in material: 
 dA-CE, dC-CE, Ac-dC-CE, dG-CE, dT-CE fosforamiditi (Glen Research) 
 dSpacer fosforamidit (Glen Research) 
 98 % 15N5 izotopsko označen dG-CE fosforamidit (Cambridge Isotope 
Laboratories) 
 Bz-dC SynBase CPG kolone z začetnim nukleozidom citidinom (Link 
Technologies) 
 Kemikalije za sintezo oligonukleotidov s fosforamiditno metodo na trdnem 
nosilcu: Cap A, Cap B, Deblock Mix, Oxidizer, DCI Activator, acetonitril 
(Sigma-Aldrich, J. T. Baker, Link Technologies) 
 Glen-Pak sistem kartuš (Glen Research) s pripadajočimi kemikalijami: 2 % 
trifluoroocetna kislina, 2 M TEAA pufer s pH 7, 100 mg/ml NaCl (Glen 
Research, Sigma Aldrich) 
 Metilamin, 40 ut. % v vodi (Acros Organics) 
 Vodna raztopina amonijaka, 30 ut. % v vodi (Acros Organics) 
 D2O, 99,8 atomskih % devterija (Armar AG) 
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 Pripravljene založne raztopine 1 M KCl, 0,1 M KPi pH 7, 1 M LiCl 
(Sigma Aldrich) 
 NMR cevke Precision (Wilmad) 
3.2 Sinteza oligonukleotidov 
Z DNA/RNA sintetizatorjem smo sintetizirali oligonukleotide s fosforamiditno metodo 
na trdnem nosilcu. Kot gradnike smo uporabili cianoetil-deoksinukleozid fosforamidite 
(dN-CE). Oligonukleotide smo sintetizirali z ali brez DMT skupine na 5'-koncu, 
odvisno od nadaljnjega postopka čiščenja oligonukleotida. 
Oligonukleotide brez DMT skupine smo z mešanico vodne raztopine amonijaka in 
metilamina (AMA) odstranili z nosilca ter odstranili zaščitne skupine. Odstranjevanje 
zaščitnih skupin smo izvajali 30 minut na sobni temperaturi, nato pa smo raztopino 
oligonukleotidov v AMA zbrali v epruvetah in segreli na 65 °C za 10 minut. AMA smo 
odstranili z odparevanjem v vakuumskem koncentratorju. 
Oligonukleotide z DMT skupino na 5'-koncu smo z vodno raztopino amonijaka 
odstranili z nosilca in jim odstranili zaščitne skupine. Odstranjevanje zaščitnih skupin 
smo izvajali 90 minut pri sobni temperaturi, nato pa smo raztopino oligonukleotidov v 
vodni raztopini amonijaka zbrali v epruvetah in segrevali na 55 °C 16 ur. Vodno 
raztopino amonijaka smo odstranili z odparevanjem v vakuumskem koncentratorju. 
3.3 Sinteza izotopsko označenih oligonukleotidov na izbranih mestih 
Za potrebe nedvoumne asignacije imino resonanc smo določena nukleotidna mesta 
izotopsko označili. Uporabili smo 15N izotopsko označen dG-CE fosforamidit, ki smo 
ga redčili z izotopsko neoznačenim dG-CE do končne volumske koncentracije 8 %. V 
posamezen sintetiziran oligonukleotid smo vgradili označen gradnik na le enem mestu v 
zaporedju, postopek pa smo ponovili za vse gvaninske položaje v G-traktih. 
3.4 Sinteza oligonukleotida z abazičnima mestoma 
Za vgradnjo abazičnega mesta v oligonukleotid smo uporabili dSpacer-CE fosforamidit, 
ki je tetrahidrofuranilni analog abazičnega mesta, ki se pojavi v celicah. Analog nima 
hidroksilne skupine, vezane na atom C1 pentoznega obroča, zato je stabilen v 
raztopinah, posledično pa ne prihaja do cepitve oligonukleotidne verige [28]. 
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3.5 Čiščenje oligonukleotidov 
3.5.1 Čiščenje in razsoljevanje oligonukleotidov s FPLC 
Oligonukleotide brez DMT skupine smo po odparevanju AMA raztopili v 1 mL 0,1 M 
litijevega klorida in segrevali na 65 °C 10 minut, da se je vzorec popolnoma raztopil. 
Raztopino smo injicirali v instrument za FPLC ter vzorec razsolili. Zbrano frakcijo 
očiščenega in razsoljenega oligonukleotida smo posušili v vakuumskem koncentratorju. 
3.5.2 Čiščenje oligonukleotidov z Glen-Pak kartušami 
Oligonukleotide z DMT skupino smo očistili z Glen-Pak kartušami. Glen-Pak kartuše 
vsebujejo hidrofobno stacionarno fazo, s katero interagira DMT skupina sintetiziranega 
oligonukleotida. Krajši stranski produkti sinteze nimajo DMT skupine na 5'-koncu, zato 
se sperejo iz kartuš. S trifluoroocetno kislino (2 vol. %) smo povzročili cepitev DMT 
skupine z oligonukleotida. Oligonukleotid smo nato zbrali v epruveti in posušili z 
vakuumskim koncentratorjem. Po sušenju smo vzorec raztopili v 1 mL 0,1 M vodne 
raztopine LiCl in segrevali na 65 °C 10 minut. Raztopino smo razsolili s FPLC. Frakcijo 
razsoljenega oligonukleotida smo posušili v vakuumskem koncentratorju. 
3.6 Priprava vzorcev za NMR spektroskopijo 
Vse posušene oligonukleotide smo raztopili v 600 μl raztopine 50 mM kalijevega 
klorida, 10 mM kalij fosfatnega pufra s pH 7 in 10 % D2O v H2O. Raztopino smo 
segreli na 95 ºC in 16 ur postopno ohlajali do temperature 25 °C z uporabo 
termostatirane vodne kopeli. Koncentracijo oligonukleotidov v raztopini smo določili 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 260 nm upoštevajoč Beer-Lambertov zakon. Za 
določitev ekstinkcijskih koeficientov oligonukleotidov smo uporabili spletno orodje 
OligoAnalyzer. 
3.7 NMR spektroskopija 
Vzorce smo prenesli v NMR cevke, spektrometre smo zaklenili na frekvenco 
devterijevega jedra v vzorcu, izvedli homogeniziranje magnetnega polja in posneli 
spektre vzorcev. NMR spektre smo posneli na 600 MHz (Agilent Technologies) in 800 
MHz (Varian) spektrometrih z uporabo programske opreme VnmrJ. Za procesiranje 1D 
in 2D spektrov smo uporabili programsko opremo VnmrJ in NMRPipe. Za asignacijo 
spektrov smo uporabili programsko opremo NMRFAM-SPARKY [29, 30]. 
Strukturna študija z gvanini bogatega območja v promotorju človeške helikaze FANCJ 
 
21 
3.7.1 1D 1H NMR spektroskopija 
1D 1H NMR spektre smo posneli z uporabo pulzne sekvence dpfgse_water, ki omogoča 
supresijo signala vode. Spektre smo posneli pri temperaturi 25 °C. 
3.7.2 1H-15N HSQC NMR spektroskopija 
1D 15N-editirane HSQC spektre smo posneli z uporabo pulzne sekvence gNhsqcA, 
sredino spektra za dimenzijo dušikovega jedra smo nastavili na 147 ppm, za nastavitev 
intervala prenosa polarizacije pa smo za sklopitveno konstanto preko ene vezi 1J(15N-
1H) izbrali vrednost 93,0 Hz. 15N-editirane HSQC spektre smo posneli pri temperaturi 
25 °C.  
3.7.3 2D 1H-1H NOESY spektroskopija 
2D NOESY spektre smo posneli z uporabo pulzne sekvence dpfgse_noesy pri 
temperaturi 25 °C in pri različnih mešalnih časih (τm) od 80 do 300 ms. 
3.8 UV spektroskopsko določanje temperature tališča 
Preiskovane oligonukleotide smo raztopili v pufru (50 mM KCl, 10 mM KPi s pH 7) do 
končne koncentracije 12 µM. Pripravljene vzorce smo ohladili na 10 °C, nato pa 
segrevali do 95 °C z gradientom 0,5 °C na minuto. Po segrevanju smo vzorce ohlajali 
od 95 ºC do 10 ºC z gradientom 0,5 ºC na minuto. Absorbanco pri 295 nm smo zajemali 
v intervalu 0,5 °C. Iz talilnega grafa smo izračunali delež zvitega G-kvadrupleksa v 
odvisnosti od temperature. 
3.9 CD spektroskopija 
Preiskovane oligonukleotide smo raztopili v pufru (50 mM KCl, 10 mM KPi s pH 7) do 
končne koncentracije 12 in 60 µM. Razliko v absorpciji levo in desno cirkularno 
polarizirane svetlobe smo spremljali v območju valovnih dolžin od 220 do 320 nm. Za 
vsak vzorec smo meritev ponovili petkrat in meritve izpovprečili z uporabo programske 
opreme Chirascan CD spektrometra.   
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Promotor BRIP1 je bogat z gvanini 
S pomočjo spletne baze podatkov EPDnew in genomskega brskalnika ENSEMBL 
(različica 100, 29. julij 2020) smo identificirali in preučili promotorsko regijo gena 
BRIP1 [31, 32]. Okrog mesta začetka transkripcije (TSS) smo v genomskem brskalniku 
ENSEMBL na kodirajoči verigi gena našli več G-traktov različnih dolžin. Kot najbolj z 
gvaninskimi nukleotidi bogat del smo izbrali zaporedje kodirajoče verige, prikazano na 
sliki 8. Izbrano zaporedje vsebuje šest gvaninskih traktov. Pet gvaninskih traktov 
vsebuje po tri gvaninske nukleotide, en trakt pa vsebuje pet gvaninskih nukleotidov. 
Pred TSS se v tem zaporedju pojavi motiv GC škatle. 
 
Slika 8: Prikaz z gvanini bogatega zaporedja v promotorski regiji BRIP1. Podčrtani so 
G-trakti, ki vsebujejo vsaj tri gvanine. Oranžno je označeno zaporedje, ki glede na bazo 
podatkov EPDnew ustreza GC škatli. Zaporedje se nahaja med mestoma 61.863.521 in 
61.863.563 glede na referenčno podatkovno zbirko človeškega genoma GRCh38.p13 
[33]. 
GC škatla je prisotna v nekaterih promotorjih evkariontskih genov. Ohranjeno zaporedje 
GC škatle je 5'-GGGCGG-3', vendar pa so možna tudi drugačna zaporedja. GC škatla 
služi kot mesto za vezavo iniciacijskih faktorjev, ki se na GC škatlo vežejo z motivom 
cinkovega prsta, s tem pa se prične transkripcija gena [34]. 
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4.2 Z gvaninom bogata zaporedja v promotorju FANCJ tvorijo G-
kvadrupleksne strukture v raztopini 
Ker v promotorski regiji BRIP1 najdemo več G-traktov, smo se odločili sintetizirati 
oligonukleotide, ki vsebujejo po štiri G-trakte. Zaporedja vseh sintetiziranih 
oligonukleotidov so predstavljeni v tabeli 1.  
Tabela 1: Prikaz imen in zaporedij sintetiziranih oligonukleotidov. 
Oligonukleotid Zaporedje oligonukleotida od 5'- proti 3'-koncu 
BRIPalt1  T GGG CGCT   GGG AGTCGA GGGGG   C    GGG   A 
BRIPalt2  T GGG AGTCGA GGGGG  C   GGG AGGC     GGG   A 
BRIP1 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGA   GGGGG C 
BRIP1_T27T28 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGATT GGG   C 
BRIP1_T27T31 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGAT  GGG  TC 
BRIP1_T30T31 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGA   GGG TTC 
BRIP1_Δ27Δ28 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGA   GGG   C 
BRIP1_C27C28 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGACC GGG   C 
BRIP1_X27X281 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGAXX GGG   C 
BRIP1_T27 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGAT  GGGG  C 
BRIP1_T28 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGAGT GGG   C 
BRIP1_Δ27  CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGA   GGGG  C 
BRIP1_Δ27T28 CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGAT  GGG   C 
15N označeni  
BRIP1_T27T282 
CT GGG CTATT  GGG  CGCT  GGG AGTCGATT GGG   C 
 
                                                 
1 Z odebeljeno črko »X« je označen abazični ostanek. 
2 Z odebeljenimi črkami so označeni gvaninski nukleotidi, ki smo jih posamezno izotopsko označili. 
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Oligonukleotidi BRIPalt1, BRIPalt2 in BRIP1 so bili izbrani tako, da so vsebovali po 
štiri G-trakte z gvanini bogatega zaporedja v okolici TSS gena BRIP1, z njimi pa smo 
pokrili celotno omenjeno zaporedje (slika 9). 
 
Slika 9: Prikaz celotnega z gvanini bogatega zaporedja v promotorju BRIP1 in prikaz 
zaporedij BRIP1, BRIPalt1 in BRIPalt2. Vsak oligonukleotid vsebuje štiri G-trakte. 
V NMR spektrih lahko vidimo, da oligonukleotida BRIPalt1 in BRIPalt2 v raztopini 
tvorita več struktur, signali pa so razširjeni in se prekrivajo. V NMR spektru 
oligonukleotida BRIP1 opazimo, da je prisotnih več struktur, a nekaj signalov izstopa 
po intenziteti in ostrini, kar nakazuje na prisotnost prevladujoče strukture v raztopini 
(slika 10). 
 
Slika 10: Imino in aromatsko območje 1D 1H spektrov izbranih oligonukleotidov, ki 
izvirajo iz promotorja BRIP1. Z zvezdico so označeni intenzivnejši in ostrejši signali, ki 
nakazujejo prisotnost prevladujoče strukture. Vsi oligonukleotidi so bili raztopljeni v 50 
mM vodni raztopini KCl, 10 mM vodni raztopini KPi s pH 7 in dodatkom 10 % D2O. 
Spektri so bili posneti pri temperaturi 25 ºC na 600 MHz NMR spektrometru. 
Koncentracija oligonukleotidov v vzorcih je znašala od 0,3 do 0,6 mM.  
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4.3 Zamenjava gvaninov s timini vodi do tvorbe dobro definirane 
strukture 
V spektru oligonukleotida BRIP1 smo opazili intezivnejše signale v območju od 10,6 do 
12,0 ppm, ki ustrezajo imino protonom, udeleženim v vodikovih vezeh v Hoogsteenovi 
geometriji. Ker ima oligonukleotid BRIP1 tri G-trakte s tremi gvanini in en G-trakt s 
petimi gvanini, smo sklepali, da lahko drsenje daljšega G-trakta privede do 
konformacijske izmenjave med različnimi topologijami, to pa se odraža v množici 
signalov v imino regiji spektra. V daljšem G-traktu smo se odločili zamenjati po dva 
gvaninska nukleotida s timinskima. Tako smo povzročili, da so bili vsi G-trakti dolgi tri 
gvaninske nukleotide. S tem smo želeli zmanjšati polimorfizem oligonukleotida v 
upanju, da bi oligonukleotid zavzel le eno strukturo. Sintetizirane oligonukleotide smo 
poimenovali glede na mesto v zaporedju, kjer smo gvaninske nukleotide zamenjali s 
timinskimi. Na sliki 11 je prikazano zaporedje in oštevilčenje BRIP1. 
 
Slika 11: Zaporedje in oštevilčenje oligonukleotida BRIP1. 
Na sliki 12 so prikazani protonski NMR spektri oligonukleotida BRIP1 in 
oligonukleotidov, v katerih smo v zadnjem G-traktu gvaninske nukleotide zamenjali s 
timinskimi. V spektru BRIP1_T27T28 lahko v območju imino resonanc naštejemo 12 
ostrih signalov, kar nakazuje na tvorbo G-kvadrupleksa s tremi G-kvarteti. NMR 
spekter oligonukleotida BRIP1_T27T31 je podoben spektru BRIP1_T27T28, vendar pa 
so signali manj intenzivni in bolj razširjeni, kar nakazuje, da je tvorjen G-kvadrupleks 
termično manj stabilen. V spektru BRIP1_ T30T31 opazimo več prekritih signalov, kar 
nakazuje na tvorbo več struktur. 
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Slika 12: 1D 1H spektri oligonukleotida BRIP1 in njegovih analogov, pri katerih sta po 
dva gvaninska nukleotida zamenjana s timinskima. Vsi oligonukleotidi so bili 
raztopljeni v 50 mM vodni raztopini KCl, 10 mM vodni raztopini KPi s pH 7 in z 
dodatkom 10 % D2O. Spektri so bili posneti pri temperaturi 25 ºC na 600 MHz 
spektrometru. Koncentracija oligonukleotidov v vzorcu je znašala od 0,3 do 0,6 mM. 
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4.4 Primerjava CD spektrov in talilnih krivulj BRIP1 in 
BRIP1_T27T28 
Ker oligonukleotid BRIP1 izkazuje polimorfizem, vendar pa je vseeno biološko 
relevanten, smo se odločili primerjati CD spektra oligonukleotidov v raztopini in 
termodinamske značilnosti BRIP1 ter BRIP1_T27T28. 
4.4.1 Zamenjava gvaninskih nukleotidov v daljšem G-traktu privede do ene 
topologije 
Za pridobitev informacije o medsebojni orientaciji G-traktov v strukturah, ki jih tvorita 
BRIP1 in BRIP1_T27T28 v raztopini, smo posneli CD spektra obeh oligonukleotidov v 
raztopini. CD spektra sta prikazana na sliki 13. 
 
Slika 13: CD spektra oligonukleotidov BRIP1 in BRIP1_T27T28. Koncentracija 
oligonukleotidov znaša 12 µM (BRIP1) in 60 µM (BRIP1_T27T28) v pufrski raztopini 
50 mM KCl in 10 mM KPi s pH 7. 
CD spekter oligonukleotida BRIP1 izkazuje minimum pri približno 240 nm in 
maksimum pri 260 nm, poleg tega pa opazimo ramo v spektru pri 290 nm. Glede na 
intenziteto maksimuma pri 260 nm lahko sklepamo, da BRIP1 večinsko tvori G-
kvadrupleks paralelne topologije. Zaradi prisotnosti enega G-trakta s petimi 
gvaninskimi nukleotidi v oligonukleotidu BRIP1 lahko prihaja do premikanja G-trakta 
in različnih parjenj gvaninov znotraj G-kvartetov. V raztopini so tako prisotne različne 
strukture, kar nakazuje rama pri 290 nm v CD spektru.  
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CD spekter oligonukleotida BRIP1_T27T28 izkazuje minimum pri 245 nm, intenziven 
maksimum pa se pojavi pri 290 nm. CD spekter je značilen za hibridno topologijo G-
kvadrupleksa.  
S substitucijo dveh gvaninskih nukleotidov s timinskima smo uspeli ravnotežje struktur 
pomakniti k eni sami in dosegli, da oligonukleotid BRIP1_T27T28 v raztopini zavzame 
le eno topologijo.  
4.4.2 BRIP1 je podobno termično stabilen kot BRIP1_T27T28 
Z UV spektrometrom smo spremljali absorbanco vzorcev BRIP1 in BRIP1_T27T28 v 
odvisnosti od temperature in dobili talilno krivuljo. Na talilni krivulji smo izbrali nekaj 
točk, ki linearno popišejo bazno linijo zvitega in razvitega stanja ter točke prilegali 
linearnim enačbam. Določili smo delež zvitega G-kvadrupleksa v odvisnosti od 
temperature. Iz grafa deleža zvitega G-kvadrupleksa v odvisnosti od temperature lahko 
grafično določimo temperaturo polovice prehoda, ki ustreza temperaturi pri vrednosti α 
= 0,5. Predpostavili smo, da sta v vzorcih prisotni le dve stanji – zvito in nezvito. Talilni 
krivulji in grafa deleža zvitega G-kvadrupleksa so prikazani na sliki 14 (BRIP1) in sliki 
15 (BRIP1_T27T28). 
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Slika 14: Analiza talilne krivulje BRIP1 in graf deleža zvitega G-kvadrupleksa v 
odvisnosti od temperature. Na talilni krivulji so s črnimi krogi označene vrednosti 
absorbance pri segrevanju, s sivimi krogi pa pri ohlajanju vzorca. Na grafu sta poleg 
linearnih enačb baznih linij zapisani njihovi eksplicitni funkciji in vrednosti R2, ki 
kažeta, kako dobro se linearna enačba prilega podatkom. 
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Slika 15: Analiza talilne krivulje BRIP1_T27T28 in graf deleža zvitega G-kvadrupleksa 
v odvisnosti od temperature. Na talilni krivulji so s črnimi krogi označene vrednosti 
absorbance pri segrevanju, s sivimi krogi pa pri ohlajanju vzorca. Na grafu sta poleg 
linearnih enačb baznih linij zapisani njihovi eksplicitni funkciji in vrednosti R2, ki 
kažeta, kako dobro se linearna enačba prilega podatkom.  
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V talilnih krivuljah smo opazili histerezo med profiloma segrevanja in ohlajanja. 
Odčitali smo temperaturi polovice prehoda iz grafov deleža zvitega G-kvadrupleksa pri 
α = 0,5. Rezultati so predstavljeni v tabeli 2. 
Tabela 2: Vrednosti temperature polovice prehoda za oligonukleotida BRIP1 in 
BRIP1_T27T28. 
oligonukleotid T1/2 [°C] 
BRIP1 52,5 
BRIP1_T27T28 50,0 
 
Temperatura polovice prehoda za BRIP1 znaša 52,5 ºC, temperatura polovice prehoda 
za BRIP1_T27T28 pa znaša 50 ºC.  
Opravili smo tudi eksperiment, pri katerem smo izmerili absorbanci vzorcev BRIP1 in 
BRIP1_T27T28 pri 295 nm in temperaturi 10 °C. Nato smo vzorca segreli in ohladili po 
enakem protokolu kot za določanje talilne krivulje in pomerili absorbanco pri 295 nm in 
temperaturi 10 °C. Vzorce smo 48 ur pustili na sobni temperaturi in ponovno izmerili 
absorbanco pri 295 nm in 10 °C. Rezultati so prikazani v tabeli 3. 
Tabela 3: Absorbanca vzorcev pri 295 nm in temperaturi 10 °C na različnih časovnih 
intervalih. 
oligonukleotid A295  
A295 po 
eksperimentu  
A295 po 48 urah 
BRIP1 0,610 0,532 0,601 
BRIP1_T27T28 0,664 0,471 0,548 
 
Opazimo, da sta absorbanci vzorcev BRIP1 in BRIP1_T27T28 pri 10 °C po 48 urah 
čakanja narasla do vrednosti, ki sta primerljivi z vrednostma absorbanc pred samim 
eksperimentom. Sklepamo, da med ohlajanjem nastajajo kinetično ujete strukture, kar je 
lahko razlog za opaženo histerezo med profiloma segrevanja in ohlajanja. S časom se 
kinetično ujete strukture preuredijo v termodinamsko bolj stabilne strukture. Z manjšim 
gradientom ohlajanja bi lahko preprečili nastanek kinetičnih struktur.  
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4.5 BRIP1_T27T28 tvori G-kvadrupleks s hibridno topologijo tipa 2 
Za nedvoumno asignacijo imino resonanc oligonukleotida BRIP1_T27T28 smo se 
poslužili izotopske označitve gvaninskih nukleotidov na izbranih mestih. Odločili smo 
se sekvenčno-specifično izotopsko označiti posamezne gvaninske nukleotide v G-
traktih BRIP1_T27T28. Na sliki 16 vidimo, da vse imino resonance pripadajo gvaninom 
v G-traktih. To nam kaže, da tudi vsi ti nukleotidi sodelujejo v tvorbi G-kvartetov, saj 
so imino protoni zaščiteni pred izmenjavo s topilom.  
 
Slika 16: Območje imino resonanc 1D 1H spektra BRIP1_T27T28 in 15N-editirani 
HSQC spektri 8 % sekvenčno-specifično izotopsko označenih oligonukleotidov 
BRIP1_T27T28. Vsi oligonukleotidi so bili raztopljeni v 50 mM vodni raztopini KCl, 
10 mM vodni raztopini KPi s pH 7 in dodatkom 10 % D2O. Vsi spektri so bili posneti 
pri 25 °C na 600 MHz NMR spektrometru. Koncentracija oligonukleotidov je znašala 
od 0,3 do 1,0 mM. 
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V NOESY spektru BRIP1_T27T28 smo opazili pet intenzivnih korelacij med 
aromatskimi in anomernimi protoni, ki ustrezajo intranukleotidnim korelacijam H8-H1' 
gvaninskih nukleotidov G3, G11, G12, G18 in G29 v sin konformaciji. Poleg tega smo 
opazili štiri sekvenčne korake (n)sin-(n+1)anti, za pare nukleotidov G3-G4, G12-G13, 
G18-G19 in G29-G30 (slika 17). Pet gvaninskih nukleotidov udeleženih v G-kvartetih, 
ki se nahajajo v sin konformaciji, nakazuje na topologijo hibridnega tipa. 
 
Slika 17: Anomerno-aromatsko območje NOESY spektra BRIP1_T27T28. 
Oligonukleotid je bil raztopljen v 50 mM vodni raztopini KCl, 10 mM vodni raztopini 
KPi s pH 7 in z dodatkom 10 % D2O. Z značilnimi kvadrati so označeni štirje (n)sin-
(n+1)anti koraki. Spekter smo posneli pri 25 °C, τm = 250 ms, na 800 MHz 
spektrometru. Koncentracija oligonukleotida je bila 1 mM. 
V NOESY spektru smo v aromatsko-anomernem območju opravili sekvenčni sprehod 
(slika 18). Razen pričakovanih anti-sin korakov, kjer ne vidimo internukleotidnih 
korelacij, se sekvenčni sprehod prekine na nekaj mestih v zankah, na primer med T9 in 
T10, C16 in T17, G22 in T23 ter T28 in G29. To je posledica manjše urejenosti zank in 
prevelikih razdalj za pojav NOE med sosednjimi nukleobazami in sladkornimi obroči . 
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Slika 18: Sekvenčni sprehod po aromatsko-anomernem območju v NOESY spektru 
oligonukleotida BRIP1_T27T28. S črto je označen sekvenčni sprehod. Oligonukleotid 
je bil raztopljen v 50 mM vodni raztopini KCl, 10 mM vodni raztopini KPi s pH 7 in z 
dodatkom 10 % D2O. Spekter smo posneli pri 25 °C, τm = 250 ms, na 800 MHz 
spektrometru. Koncentracija oligonukleotida je bila 1 mM. 
V imino-imino delu NOESY spektra lahko opazimo korelacije med imino protoni 
gvaninskih nukleotidov, ki gradijo G-kvartete. Pri mešalnem času 250 milisekund smo 
opazili korelacije, ki so posledica bližine gvaninskih baz med sosednjimi G-kvarteti. 
Korelacije se skladajo z usmerjenostjo vodikovih vezi med gvanini v G-kvartetih in 
nalaganjem G-kvartetov v hibridni topologiji tipa 2. Opazimo lahko tudi štiri korelacije, 
ki ustrezajo bližini timinskega nukleotida T2 gvaninskim nukleotidom G3, G13, G18 in 
G29 (slika 19). 
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Slika 19: Območji imino-metilnih in imino-imino resonanc NOESY spektra 
oligonukleotida BRIP1_T27T28. Oligonukleotid je bil raztopljen v 50 mM KCl, 10 mM 
KPi s pH 7, 10 % D2O. Z oranžno barvo so označene imino-imino korelacije. Z modro 
barvo so označene imino-metilne korelacije. Spekter je bil posnet pri 25 ºC, τm = 250 
ms, na 800 MHz spektrometru. Koncentracija oligonukleotida je 1 mM.  
Topologija G-kvadrupleksa, ki ga tvori oligonukleotid BRIP1_T27T28, je predstavljena 
na sliki 20.  
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Slika 20: Topologija G-kvadrupleksa, ki ga tvori BRIP1_T27T28. Oranžni štirikotniki 
prikazujejo gvaninske nukleotide v sin konformaciji. Modri štirikotniki prikazujejo 
gvaninske nukleotide v anti konformaciji. Puščica označuje potek verige od 5'- proti 3'-
koncu oligonukleotida.  
4.6 Dolžina propelerske zanke je pomembna za ohranitev topologije 
BRIP1_T27T28 
Z zamenjavami gvaninskih nukleotidov s timinskimi v zadnjem G-traktu 
oligonukleotida BRIP1 smo uspeli ravnotežje med strukturami pomakniti k eni sami 
strukturi. Najostrejše NMR signale smo dobili, ko smo gvaninska nukleotida na mestih 
27 in 28 v oligonukleotidu BRIP1 zamenjali s timinskima. Obenem v imino delu 
spektra ni bilo indikacij o prisotnosti alternativnih zvitij. V G-kvadrupleksu 
BRIP1_T27T28 tretji in četrti G-trakt povezuje 8 nukleotidov dolga zanka. Odločili 
smo se preiskati, kako dolžina in zgradba zanke med tretjim in četrtim G-traktom ter 
dolžina četrtega G-trakta vplivajo na tvorbo G-kvadrupleksa. Sintetizirali smo 
oligonukleotide z različno dolgim četrtim G-traktom in različnimi dolžinami zanke med 
tretjim in četrtim G-traktom. Imino območja 1D 1H spektrov vseh sintetiziranih 
oligonukleotidov so prikazana na sliki 21. 
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Slika 21: 1D 1H spektri oligonukleotidov z zamenjavami v zadnji zanki. Vsi spektri so 
bili posneti pri 25 °C na 600 MHz in 800 MHz NMR spektrometrih. Koncentracija 
oligonukleotidov znaša med 0,3 in 1,0 mM. 
Oligonukleotidi BRIP1_C27C28, BRIP1_X27X28 in BRIP1_T28 imajo vse G-trakte 
dolge tri gvaninske nukleotide, tretji in četrti G-trakt pa povezuje osem nukleotidov 
oziroma šest nukleotidov in dva abazična ostanka v primeru BRIP1_X27X28. V 1D 1H 
NMR spektrih lahko opazimo, da so imino resonance oligonukleotidov po položaju in 
številu signalov zelo podobne za BRIP1_T27T28, BRIP1_C27C28, BRIP1_X27X28 in 
BRIP1_T28. V imino območju NMR spektrov opazimo 12 intenzivnih signalov, v 
NMR spektru oligonukleotida BRIP1_T28 pa opazimo tudi neintenzivne razširjene 
signale. Sklepamo, da BRIP1_C27C28 in BRIP1_X27X28 tvorita G-kvadrupleksa s 
tremi G-kvarteti, ki sta topološko enaka G-kvadrupleksu BRIP1_T27T28. 
BRIP1_X27X28 tvori G-kvadrupleks kljub temu, da nima prisotnih nukleobaz na 
zadnjih dveh mestih zadnje zanke. Sklepamo, da G-kvadrupleks s tremi G-kvarteti 
hibridne topologije tipa 2 tvori tudi BRIP1_T28, vendar pa so v manjši meri že prisotne 
tudi drugačne strukture. 
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Oligonukleotid BRIP1_T27 ima četrti G-trakt dolg štiri gvaninske nukleotide, tretji in 
četri G-trakt pa povezuje sedem nukleotidov. V območju imino resonanc 1D 1H spektra 
opazimo 12 intenzivnejših signalov ter druge signale, ki so razširjeni in manj intenzivni. 
Oligonukleotid BRIP1_Δ27 ima četrti G-trakt dolg štiri gvaninske nukleotide, tretji in 
četrti G-trakt pa povezuje šest nukleotidov. Signali v območju imino resonanc 1D 1H 
spektra so razširjeni in se prekrivajo. Sklepamo, da je polimorfizem pri BRIP1_T27 in 
BRIP1_Δ27 posledica četrtega G-trakta, ki je dolg štiri gvaninske nukleotide in je daljši 
od ostalih treh G-traktov, ki so dolgi tri gvaninske nukleotide. Daljši G-trakt se lahko 
premika, s tem pa prihaja do različnih parjenj gvaninov v G-kvartetih.  
Oligonukleotid BRIP1_ Δ27T28 ima četrti G-trakt dolg tri gvaninske nukleotide, tretji 
in četrti G-trakt pa povezuje sedem nukleotidov. V območju imino resonanc 1D 1H 
spektra opazimo neintenzivne in razširjene signale, kar nakazuje na polimorfizem. 
Čeprav so vsi G-trakti enako dolgi, ne opazimo dobro razločene strukture. Sklepamo, da 
sedem nukleotidov dolga zanka onemogoča nastanek dobro razločene strukture G-
kvadrupleksa. 
NMR spekter oligonukleotida BRIP1_Δ27Δ28 ima v imino delu 1D 1H spektra 
prisotnih devet signalov v območju od 10.8 do 11.95 ppm. Oligonukleotid ima šest 
nukleotidov dolgo zadnjo zanko in tri gvaninske nukleotide v zadnjem G-traktu. Število 
signalov nakazuje, da pride do nepopolne tvorbe enega izmed kvartetov G-
kvadrupleksa. Sklepamo, da se tvori drugačna struktura, kot v primeru BRIP1_T27T28. 
4.7 Promotorske regije drugih G4 helikaz 
S pomočjo genomskega brskalnika ENSEMBL smo preiskali promotorske regije genov 
štirih drugih človeških helikaz, ki lahko razvijajo G-kvadruplekse; WRN, BLM, RTEL1 
in PIF1. V vseh promotorjih smo v bližini TSS našli več G-traktov. Večina z gvaninom 
bogatih zaporedij se nahaja na kodirajoči verigi, pri promotorju gena za helikazo PIF1 
pa smo z gvanini bogato zaporedje našli na nekodirajoči verigi. Vsa mesta na 
kromosomih so označena glede na referenčno podatkovno zbirko človeškega genoma 
GRCh38.p13 [33]. V nadaljevanju so G-trakti vsaj dveh zaporednih gvaninskih 
nukleotidov podčrtani. 
4.7.1 Helikaza WRN 
Z gvanini bogato zaporedje se nahaja na kodirajoči regiji pred in po TSS, med mestoma 
31033656 in 31033796 osmega kromosoma. Nukleotidna sekvenca od 5'- proti 3'-koncu 
je sledeča: 
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GCGGCGCGCTGGGCGGGGCTGGATGGGCTGTGGTGGGAGGGTTGCAGCGCCGCGAGAAA
GGCGAGCCGGGCCGGGGGCGGGGAAAGGGGTGGGGCAGGAACGGGGGCGGGGACGGCGC
TGGAGGGGCGGGTCGGGTAGGTC 
4.7.2 Helikaza BLM 
Z gvanini bogato zaporedje se nahaja na kodirajoči verigi pred in po TSS, med mestoma 
90717329 in 90717407 petnajstega kromosoma. Nukleotidna sekvenca od 5'- proti 3'-
koncu je sledeča:  
TCGGAATAGGCAAGCTTCCGGCGGGAAGTGAGCCAGGGCTTGGCGCGGCGGCCGTGGTT
GCGGCGCGGGAAGTTTGGAT 
4.7.3 Helikaza RTEL1 
Preiskali smo promotor prevalentne izoforme helikaze RTEL1 [35]. Prvo z gvanini 
bogato zaporedje se nahaja na kodirajoči verigi pred TSS, med mestoma 63657705 in 
63657749 dvajsetega kromosoma. Nukleotidna sekvenca od 5'- proti 3'-koncu je 
sledeča: 
CTGGGGCCTTCTGGGGCCTTCTGGGGCATGGGAGCTGGGGCCGCC 
Drugo z gvanini bogato zaporedje se nahaja na kodirajoči verigi po TSS, med mestoma 
63657834 in 63657868. Nukleotidna sekvenca od 5'- proti 3'-koncu je sledeča: 
CCGGGTGCTGGGGACTCAGGGAGGCCCGCCGGGAC 
4.7.4 Helikaza PIF1 
Našli smo dve z gvanini bogati zaporedji. Obe zaporedji se nahajata na nekodirajoči 
verigi pred TSS. Prvo se nahaja med mestoma 64825847 in 64825876, drugo pa med 
mestoma 64825894 in 64825916 petnajstega kromosoma. Zaporedje prvega od 5'- proti 
3'-koncu je sledeče: 
GTGGACGGCTGGGCGTGGTGGGAGGAGGCC 
Zaporedje drugega od 5'- proti 3'-koncu je sledeče: 
CCGGCGGCGCGTGGTGTCGGGTC 
Ugotovili smo, da se v promotorjih genov vseh štirih helikaz nahajajo z gvanini bogata 
območja. G-trakti vsebujejo od dveh do petih gvaninskih nukleotidov, G-trakte pa 
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povezujejo pretežno negvaninski nukleotidi. Z gvanini bogata zaporedja se v 
promotorjih vseh preiskanih helikaz nahajajo v neposredni bližini TSS. V promotorjih 
helikaz WRN, BLM in RTEL1 se, tako kot pri promotorju helikaze FANCJ, z gvanini 
bogata zaporedja nahajajo na kodirajoči verigi. Le v promotorju helikaze PIF1 se z 
gvanini bogato zaporedje nahaja na nekodirajoči verigi, a še vedno v bližini TSS. 
4.8 Razprava rezultatov 
Tekom magistrskega dela smo ugotovili, da z gvanini bogato zaporedje iz promotorja 
helikaze FANCJ tvori G-kvadrupleks v raztopini. Izvorno zaporedje BRIP1 kaže na 
strukturni polimorfizem. Zaradi daljšega zadnjega G-trakta lahko prihaja do premikanja 
le-tega in do različnih parjenj gvaninskih nukleotidov v G-kvartetih. V raztopini se 
oligonukleotid BRIP1 zvije na način, kjer prevladujejo strukture s paralelno topologijo. 
V oligonukleotidu BRIP1 smo v daljšem G-traktu zamenjali dva gvaninska nukleotida s 
timinskima in ravnotežje premaknili k eni sami topološki obliki G-kvadrupleksa, ki je 
hibridna. Primerjava temperatur polovic prehoda BRIP1 in BRIP1_T27T28 je pokazala, 
da sta G-kvadrupleksa termično podobno stabilna. Temperatura polovice prehoda za 
BRIP1 znaša 52,5 ºC, za BRIP1_T27T28 pa 50,0 ºC. Temperatura polovice prehoda je v 
primerjavi z večino drugih monomernih G-kvadrupleksov nizka, vendar pa pri 
temperaturi polovice prehoda vlogo odigra tudi dolžina zank. V splošnem velja, da 
daljše zanke v G-kvadrupleksih privedejo do znižanja temperatura polovice prehoda 
[36, 37]. G-kvadrupleks BRIP1_T27T28 ima dve lateralni zanki, dolgi pet in štiri 
nukleotide in propelersko zanko, dolgo osem nukleotidov. Študija G-kvadrupleksa z 
dvema zankama, dolgima tri nukleotide in eno zanko, dolgo devet nukleotidov je 
pokazala le tri stopinje Celzija višjo termično stabilnost kot BRIP1_T27T28 [36]. 
Vseeno so se preiskovani G-kvadrupleksi nahajali v raztopinah z zelo malo stopnjo 
molekulskega gnečenja (ang. molecular crowding). V pogojih gnečenja bi bila lahko 
termična stabilnost G-kvadrupleksov večja [38]. Sklepamo, da je nizka temperatura 
polovice prehoda biološko pomembna, saj je za helikazno razvijanje takšne strukture 
potreben manjši vložek energije, kot za termično zelo stabilno strukturo.  
Za BRIP1_T27T28 smo dokazali, da tvori hibridno topologijo tipa 2. Opravili smo 
sekvenčni sprehod v aromatsko-anomernem območju NOESY spektra in nedvoumno 
asignirali imino resonance gvaninskih nukleotidov v G-kvartetih. Tako smo pripravili 
del podatkov za izračun strukture visoke ločljivosti z uporabo simulacij molekulske 
dinamike.  
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BRIP1_T27T28 tvori osem nukleotidov dolgo propelersko zanko. V primeru zamenjave 
zadnjih dveh timinskih nukleotidov v propelerski zanki s citozinskimi nukleotidi 
(BRIP1_C27C28) ali abazičnimi ostanki (BRIP1_X27X28) so 1D 1H spektri v območju 
imino resonanc skoraj identični spektru BRIP1_T27T28. Prav tako se topologija ohrani 
pri BRIP1_T28, ki ima 8 nukleotidov dolgo zanko in G-trakt s tremi gvaninskimi 
nukleotidi. Študija zamenjave timinskih nukleotidov z abazičnimi ostanki v 
enonukleotidnih propelerskih zankah je pokazala, da ne pride do spremembe topologije 
[39]. Pri BRIP1_T27 in BRIP1_Δ27 je G-trakt dolg štiri gvaninske nukleotide, zato že 
lahko prihaja do različnih parjenj v G-kvartetih. Spektra obeh nakazujeta na strukturni 
polimorfizem. Pri BRIP1_Δ27T28 je zadnja zanka dolga sedem nukleotidov, zadnji G-
trakt pa vsebuje tri gvaninske nukleotide, tvori pa se več struktur. Do spremembe 
topologije pride tudi pri BRIP1_Δ27Δ28, ki ima šest nukleotidov dolgo zadnjo zanko in 
tri gvaninske nukleotide v zadnjem G-traktu. Iz podatkov sklepamo, da je za zvitje G-
kvadrupleksa v hibridno topologijo tipa 2 pomembna dolžina zadnje zanke, ne pa tudi 
prisotnost ali tip nukleobaze v zanki. Poleg tega je za ohranitev strukture pomembno, da 
so vsi G-trakti enako dolgi. Tako se G-trakti ne premikajo in ne prihaja do različnih 
parjenj v G-kvartetih [40]. 
Zanimivo je, da z gvanini bogato zaporedje v promotorju gena BRIP1 vsebuje tudi 
motiv GC škatle. Strukturna sprememba zaporedja iz dvojne vijačnice v strukturo G-
kvadrupleksa bi lahko vplivala na zmožnost vezave transkripcijskih faktorjev na motiv 
[41, 42]. Ker je protein FANCJ helikaza, ki razvija G-kvadruplekse, v promotorju pa 
ima zaporedje, ki in vitro tvori G-kvadrupleks, smo razmislili o možnem delovanju 
sistema G-kvadrupleks – helikaza po principu povratne zanke. Študije nakazujejo, da 
lahko tvorba G-kvadrupleksov v promotorskih regijah vpliva na raven izražanja genov 
[43]. Kadar se pogoji v celici spremenijo in sprožijo tvorbo G-kvadrupleksa v 
promotorju BRIP1, bi lahko helikaza FANCJ G-kvadrupleks prepoznala, ga razvila, s 
tem pa omogočila vezavo transkripcijskih faktorjev na promotor in pospešila lastno 
izražanje (slika 22). Večja količina FANCJ v celici bi lahko pripomogla k razvitju G-
kvadrupleksov v promotorjih drugih genov, s tem pa uravnavala raven izražanja drugih 
genov.  
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Slika 22: Možno delovanje povratne zanke G-kvadrupleks – helikaza FANCJ. Helikaza 
FANCJ bi lahko razvila G-kvadrupleks v promotorju lastnega gena in s tem vplivala na 
lastno izražanje. S citozini bogata veriga bi lahko tvorila druge strukture, ki bi vplivale 
na raven izražanja gena. 
Preiskali smo promotorske regije štirih drugih človeških helikaz, ki razvijajo G-
kvadruplekse. V vseh promotorskih regijah smo našli z gvanini bogata zaporedja. 
Zaporedja se nahajajo v neposredni bližini mesta začetka transkripcije in pretežno na 
kodirajoči verigi gena. Ugotovitve se ujemajo z drugimi študijami, ki kažejo, da se 
zaporedja, zmožna tvorbe G-kvadrupleksov, v promotorjih nahajajo v bližini mest 
začetka transkripcije [44]. 
Omeniti je potrebno, da so G-kvadrupleksi le ena izmed možnih nekanoničnih struktur, 
ki jih tvorijo nukleinske kisline. V dvoverižni DNA se z gvanini bogata veriga bazno 
pari z verigo bogato s citozini. S citozini bogate verige so zmožne tvorbe i-motivov, ki 
prav tako lahko ovirajo procese prepisovanja ali podvojevanja DNA [45, 46]. 
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5 Zaključek 
V magistrskem delu smo z NMR spektroskopijo in komplementarnimi metodami 
preučevali oligonukleotidno zaporedje, ki izvira iz promotorske regije helikaze FANCJ. 
Zaporedja so zmožna tvoriti G-kvadruplekse, zanimivo pa je, da prav helikaza FANCJ 
lahko razvija G-kvadruplekse. 
Potrdili smo, da kratko oligonukleotidno zaporedje, ki izvira iz promotorja helikaze 
FANCJ, v raztopini tvori G-kvadrupleksne strukture. Z zamenjavo dveh nukleotidov 
smo dosegli, da je oligonukleotid zavzel eno samo strukturo. Izvorno in spremenjeno 
zaporedje smo primerjali na ravni topologije in temperature polovice prehoda ter 
ugotovili, da smo z zamenjavo gvaninskih nukleotidov s timinskimi povzročili 
spremembo topologije. Ugotovili smo, da sta temperaturi polovice prehoda podobni za 
izvorno in spremenjeno zaporedje. 
Oligonukleotid BRIP1_T27T28 smo dodatno preučili z enodimenzionalnimi in 
večdimenzionalnimi metodami NMR spektroskopije. Potrdili smo, da oligonukleotid 
BRIP1_T27T28 tvori G-kvadrupleks s hibridno topologijo tipa 2. Z nadaljnjimi 
zamenjavami v propelerski zanki G-kvadrupleksa smo določili pomen dolžine zanke za 
to zvitje G-kvadrupleksa. Preučili smo promotorska zaporedja nekaterih drugih 
človeških helikaz in našli z gvanini bogata zaporedja v bližini mest začetka 
transkripcije. 
Z eksperimenti v magistrskem delu smo prvi dokazali, da zaporedje iz promotorja 
helikaze, ki razvija G-kvadruplekse, tvori G-kvadrupleks v raztopini.  
V nadaljnjem delu bomo pridobili omejitve razdalj pridobljene z NOESY 
spektroskopijo, kar nam bo omogočilo izračun strukture visoke ločljivosti. Z izotopskim 
označevanje bi lahko razločili signale oligonukleotida BRIP1 in se prepričali o 
topologiji biološko relevantnega zaporedja. Dalje bi lahko z metodami in vitro 
transkripcije ali testom, ki ustavlja polimerazo, preučili, če lahko v enostavnem sistemu 
G-kvadrupleks deluje kot sterična ovira proteinom, ki se vežejo na DNA in sodelujejo 
pri običajnih metabolnih procesih.  
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